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Abstract 
 
The objective of this research is to know the optimal concentration level of proline in the skimmed milk 
dilution against sperm quality of frozen sperm of Priangan sheep.  The research was done in the laboratory of 
artificial insemination institution, Lembang, Bandung, from November 2004 up to January 2005.  In the 
experiment, sperm from five of Priangan sheep collected by artificial vagina and diluted with skimmed milk, each 
dilution added by different dose of 10; 20; 30; 40 μg proline and without proline for control.  The experimental 
method used by basic with CRD continued by Duncan multiple rank test 5% significant.   Observed variable was 
sperm quality measured after dilution and equilibration, and after thawing including percentage of motility, live, 
intact plasma membrane and spermatozoa intact head acrosome.  The result of experiment show that percentage 
of motility and life spermatozoa after dilution were not significant after treatment (P>0.05), after equilibration 
and thawing resulted the highest percentage of motility and life in the treatment of P30 (72.00 and 54.00%), and 
(82.20 and 67.60%) significantly different compared to the other treatment (P<0.05), except with P 20 not 
significantly different (P>0.05), after equilibration the treatment P30 had the highest percentage of plasma 
membrane and significantly different with the other treatment (P<0.05), except with P 40 which was not 
significantly different (P>0.05), and percentage of intact head acrosome was significantly different compared with 
the other treatment (P<0.05).  Where as post thawing P30 had the highest percentage of intact plasma membrane 
and intact head acrosome (61.20 and 65.20) compared to the other treatment (P<0.05).  
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Pendahuluan 
 
 
Inseminasi buatan (IB) merupakan salah satu 
metode untuk memperbaiki mutu genetik.  IB pada 
domba di Indonesia belum banyak dilakukan dan 
belum begitu berhasil dibanding pada ternak sapi 
(Tomaszewska et al.,1993).  Hal ini dipengaruhi 
oleh tingkat konsepsi yang rendah, jika 
dibandingkan dengan sistem kawin alam.  IB 
domba biasanya dideposisikan pada mulut serviks, 
dan harus melewati serviks sebelum mencapai 
uterus (Tomaszewska et al.,1991). Kendala inilah 
yang kemungkinan menyebabkan IB pada domba 
mendapatkan angka konsepsi yang lebih rendah 
daripada kawin alam. 
Proses pembekuan dan pencairan kembali 
sperma domba menyebabkan kerusakan 
ultrastruktur, biokimia dan fungsi yang nyata pada 
sebagian spermatozoa.  Perubahan ini disertai oleh 
penurunan motilitas, gangguan transpor dan 
penurunan daya tahan spermatozoa di dalam 
saluran reproduksi betina, dan mengurangi 
fertilitas setelah diinseminasikan pada serviks 
(Salamon dan Maxwell, 1995). 
Salah satu penyebab kerusakan pada 
spermatozoa selama proses kriopreservasi sampai 
pencairan kembali adalah peroksidasi lipid.  
Komponen terpenting membran sel adalah 
fosfolipid, glikolipid, dan kolesterol.  Dua 
komponen pertama mengandung asam lemak tak 
jenuh ganda yang sangat rentan terhadap oksidasi 
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yang menyebabkan terjadinya radikal bebas, 
terutama radikal hidroksil (OH
+
).  Radikal 
hidroksil ini dapat menimbulkan reaksi berantai 
yang dikenal dengan nama peroksidasi lipid 
(Wijaya, 1996). Jones et al. (1979) menyatakan 
bahwa membran plasma spermatozoa kaya akan 
asam lemak tak jenuh sehingga rentan terhadap 
kerusakan peroksidasi.  Kerentanan spermatozoa 
terhadap peroksidasi lipid meningkat disebabkan 
oleh cekaman dingin (Pursel, 1979).  Proses 
peroksidasi mengubah struktur spermatozoa, 
terutama pada bagian membran dan akrosom, 
kehilangan motilitas, perubahan metabolisme yang 
cepat dan pelepasan komponen intraseluler (Jones 
dan Mann, 1977).  Keadaan ini dapat dicegah 
dengan menambah prolin ke dalam pengencer 
sperma.   
Prolin merupakan asam amino yang tinggi 
konsentrasinya dalam saluran testis (Setchell et 
al.,1993), merupakan salah satu komponen yang 
diketahui sebagai larutan yang kompatibel, 
terakumulasi sebagai respon terhadap stres dalam 
berbagai sel hidup.  Prolin juga melindungi sel 
dari kerusakan akibat tekanan osmotik, kerusakan 
panas karena denaturasi enzim dan pembekuan 
(Sanchez et al.,1992).  Oleh karena itu, 
penambahan prolin dalam pengenceran sperma 
diharapkan dapat meningkatkan kualitas 
spermatozoa setelah pengenceran, ekuilibrasi dan 
pencairan kembali. 
Metode Penelitian 
 
Penelitian ini dilakukan di Balai Inseminasi 
Buatan, Lembang, Bandung, dengan 
menggunakan materi lima domba Priangan 
berumur 2 - 3 tahun dengan rataan bobot badan 
38,10 ± 1,24 kg.  Rancangan percobaan yang 
digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap 
(RAL) dengan perlakuan empat kadar prolin dan 
satu tanpa prolin sebagai kontrol (P0, P10, P20, P30, 
P40) dengan lima ulangan.  Peubah yang diamati 
adalah kualitas sperma yang diukur setelah 
pengenceran, ekuilibrasi, serta pencairan kembali 
yang meliputi persentase motilitas, hidup, 
Membran Plasma Utuh (MPU), dan Tudung 
Akrosom Utuh (TAU).  Data yang diperoleh 
kemudian dianalisis melalui sidik ragam yang 
dilanjutkan dengan uji berganda Duncan. 
 
Hasil dan Pembahasan 
Persentase motilitas, hidup, MPU, dan TAU 
Penelitian ini dilakukan evaluasi sperma segar 
secara makroskopis meliputi volume, warna, 
konsisitensi, dan pH, sedangkan mikroskopis 
meliputi gerakan massa, konsentrasi, motilitas, 
sperma hidup, MPU, TAU dan abnormalitas 
(Tabel 1). 
                Tabel 1.  Sifat fisik sperma segar domba priangan.  
Parameter Ukuran 
  Volume (ml) 1,07 ± 0,15 
  Warna Krem 
  Konsistensi Kental 
  Derajat Keasaman (pH) 6,81 ± 0,01 
  Gerakan Massa +++ 
  Konsentrasi (juta spermatozoa/ml sperma) 2890,00 ± 257,06 
  Motilitas, (%) 82,00 ± 2,45 
  Spermatozoa hidup, (%) 89,40 ± 0,80 
  Membran plasma utuh (MPU), (%) 77,20 ± 0,98 
  Tudung akrosom utuh (TAU), (%) 89,80 ± 1,94 
  Abnormalitas, (%)  8,00 ± 1,09 
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Secara makroskopis maupun mikroskopis 
sperma domba yang digunakan dengan kualitas 
baik, sehingga dapat diproses lebih lanjut.  
Tabel 2 menunjukkan bahwa pada tahap 
pengenceran, tidak ada pengaruh yang nyata pada 
penambahan prolin terhadap persentase motilitas 
spermatozoa, dan kelima perlakuan sama baiknya 
dalam mempertahankan motilitas spermatozoa.  
Pada pasca ekuilibrasi, rataan persentase motilitas 
pada  P30 (72,00) lebih tinggi daripada P0, P10, P20, 
P40 (61,00; 65,00; 66,00 dan 67,00) berbeda nyata 
(P<0,05), tetapi antara P10, P20, P40 berbeda tidak 
nyata (P>0,05), adapun perlakuan pengencer 
ditambah prolin lebih tinggi dan berbeda nyata 
daripada tanpa prolin atau kontrol (P<0,05).  Pada 
pasca pencairan kembali, rataan persentase 
motilitas pada P30 (54,00) lebih tinggi daripada P0, 
P10, P20, dan P40 (41,00; 43,00; 46,00 dan 47,00) 
berbeda nyata (P<0,05), sedangkan P0 dengan P10 
berbeda tidak nyata (P>0,05).  Begitu juga antara 
P10, P20, dan P40 berbeda tidak nyata (P>0,05) 
(Tabel 2). Untuk mengetahui persentase hidup, 
pada tahap pengenceran, tidak ada pengaruh yang 
nyata pada penambahan prolin terhadap persentase 
hidup spermatozoa.  
Pada pasca ekuilibrasi, rataan persentase 
motilitas pada  P30 (80,20) lebih tinggi daripada P0, 
P10, P20, P40 (76,40, 78,00, 79,40 dan 79,00) 
berbeda nyata (P<0,05), tetapi antara P10, P20, dan 
P40 berbeda tidak nyata (P>0,05), sedangkan P0 
dengan P10 berbeda tidak nyata (P>0,05).  Begitu 
juga antara P10, P20, dan P40 berbeda tidak nyata 
(P>0,05).  Pada pasca pencairan kembali, rataan 
persentase hidup pada P30 (67,60) lebih tinggi 
daripada P0, P10, P20, dan P40 (56,00; 58,20; 61,20 
dan 63,20) berbeda nyata (P<0,05), sedangkan P0 
dengan P10 berbeda tidak nyata (P>0,05).  Begitu 
juga antara P20, dan P40 berbeda tidak nyata 
(P>0,05) (Tabel 2). 
 
Tabel 2.  Rataan persentase motilitas dan spermatozoa hidup sesuai perlakuan dan  
               tahap pengolahan sperma 
Perlakuan Tahap Pengolahan 
Pengenceran Ekuilibrasi Pencairan kembali 
Persentase motilitas 
P0   =   tanpa prolin 
P10  =   10 g prolin 
P20  =   20 g prolin 
P30  =   30 g prolin 
P40  =   40 g prolin 
Persentase hidup  
P-0   =   tanpa prolin 
P-10 =   10 g prolin  
P-20  =   20 g prolin  
P-30  =   30 g prolin 
P-40  =   40 g prolin  
 
79,00 ± 2,24
a
 
79,00 ± 2,24
a
 
81,00 ± 2,24
a 
82,00 ± 2,74
a
 
81,00 ± 2,24
a
 
 
  84,20 ± 1,48
a
 
  85,80 ± 1,30
a
 
  86,80 ± 2,28
a
 
  87,60 ± 1,14
a
 
  86,20 ± 1,79
a
 
 
61,00 ± 2,24
a
 
65,00 ± 3,54
b
 
66,00 ± 2,24
b
 
72,00 ± 2,74
c
 
67,00 ± 2,74
b 
 
76,40 ± 1,14
a
 
78,00 ± 2,00
ab
 
79,40 ± 1,14
b
 
82,20 ± 1,79
c
 
79,00 ± 1,22
b
 
 
41,00 ± 4,18
a
 
 43,00 ± 4,47
ab
 
46,00 ± 2,24
b
 
54,00 ± 5,48
c
 
47,00 ± 2,74
b
 
 
56,00 ± 2,45
a
 
58,20 ± 2,68
a
 
61,20 ± 2,17
b
 
67,60 ± 1,52
c
 
63,20 ± 2,59
b
 
             a, b, c, superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan ada perbedaan pada P<0,05  
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Tabel 3.  Rataan persentase MPU dan TAU  spermatozoa sesuai perlakuan dan tahap  
               pengolahan sperma 
 
Perlakuan Tahap Pengolahan 
Pengenceran Ekuilibrasi Pencairan kembali 
Persentase MPU  
P-0   =   tanpa prolin 
P-10  =  10 g prolin  
P-20  =   20 g prolin  
P-30  =   30 g prolin 
P-40  =   40 g prolin 
Persentase TAU 
P-0    =   tanpa prolin 
P-10  =   10 g prolin  
P-20   =   20 g prolin  
P-30  =   30 g prolin 
P-40  =   40 g prolin 
 
73,20 ± 1,15
a
  
73,40 ± 1,78
a
  
 74,80 ± 1,48
ab
 
76,20 ± 0,57
b
 
74,40 ± 0,65
a 
 
85,50 ± 1,00
a
 
88,50 ± 0,79
b
 
 90,30 ± 0,57
cd
 
91,30 ± 0,76
d
 
89,80 ± 0,57
c
 
 
54,80 ± 3,70
a
 
 57,70 ± 1,60
ab
 
59,10 ± 2,04
b
 
63,50 ± 2,45
c
 
 60,60 ± 1,39
bc
 
 
77,70 ± 1,68
a
 
83,00 ± 1,46
b
 
85,70 ± 1,99
c
 
88,60 ± 1,02
d
 
86,10 ± 1,34
c
 
 
45,90 ±  2,70
a
 
53,30 ±  2,25
b
 
55,50 ±  1,66
b
 
61,20 ±  4,04
c
 
56,20 ±  2,77
b
 
 
50,30  ± 1,15
a
 
57,40  ± 1,92
b
 
58,30  ± 2,28
b
 
65,20 ± 0,84
d
 
61,80  ± 2,39
c
   
            a, b, c, superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan   ada perbedaan pada P<0,05  
 
Tabel 3 menunjukkan bahwa pasca 
pengenceran, rataan persentase MPU pada  P30 
(76,20) lebih tinggi daripada P0, P10, P40 (73,20, 
73,40, dan 74,40) berbeda nyata (P<0,05), tetapi 
antara P30 dengan P20 (74,80) berbeda tidak nyata 
(P>0,05), begitu juga antara P0, P10, P20, dan P40 
berbeda tidak nyata (P>0,05).  Pasca equilibrasi, 
rataan persentase MPU pada  P30 (63,50) lebih 
tinggi daripada P0, P10, P20, dan P40 (54,80, 57,70, 
59,10 dan 60,60) berbeda nyata (P<0,05), tetapi 
antara P30 dengan P40 berbeda tidak nyata 
(P>0,05), begitu juga antara P0 dengan P10 berbeda 
tidak nyata (P>0,05),  begitu juga antara P10,  P20 , 
dan P40 berbeda tidak nyata (P>0,05).  Pada pasca 
pencairan kembali, rataan persentase MPU pada  
P30 (61,20) lebih tinggi daripada P0, P10, P20, P40 
(45,90, 53,30, 55,50 dan 56,20) berbeda nyata 
(P<0,05), tetapi antara P10, P20, P40 berbeda tidak 
nyata (P>0,05), adapun perlakuan pengencer 
ditambah prolin lebih tinggi dan berbeda nyata 
daripada tanpa prolin atau kontrol (P<0,05).  
Hasil analisis statistik persentase TAU, pasca 
pengenceran, rataan persentase TAU pada  P30 
(91,30) lebih tinggi daripada P0, P10, P40 (85,50, 
88,50, dan 89,80) berbeda nyata (P<0,05), tetapi 
antara P30 dengan P20 (90,30) berbeda tidak nyata 
(P>0,05), begitu juga antara P10, P20, dan P40 
berbeda tidak nyata (P>0,05).  Pasca equilibrasi, 
rataan persentase TAU pada  P30 (88,60) lebih 
tinggi daripada P0, P10, P20, dan P40 (77,70, 83,00, 
85,70 dan 86,10) berbeda nyata (P<0,05), tetapi 
antara P20 dengan P40 berbeda tidak nyata 
(P>0,05), namun antara P0 dengan P10, P20, P40 
berbeda nyata (P<0,05),  begitu juga antara P10  
dengan P20,  P40 berbeda nyata (P<0,05).  Pasca 
pencairan kembali, rataan persentase TAU P30 
(65,20) lebih tinggi daripada P0, P10, P20, P40 
(50,30, 57,40, 58,30 dan 61,80) berbeda nyata 
(P<0,05), begitu juga antara P40, dengan P0, P10, 
P20 berbeda nyata (P<0,05), namun antara P10 
dengan P20 berbeda tidak nyata (P>0,05), adapun 
perlakuan pengencer ditambah prolin lebih tinggi 
dan berbeda nyata daripada tanpa prolin atau 
kontrol (P<0,05). 
Voet dan Voet (1990) menyatakan bahwa 
lipoprotein merupakan partikel nonkovalen yang 
berasosiasi dengan lipid dan protein membentuk 
dua lapis lipid.  Prolin membentuk glutamat 
melalui pembentukan -ketoglutarat, yang masuk 
dalam siklus asam sitrat untuk menjalani proses 
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oksidasi sempurna menjadi CO2 dan H2O dengan 
pelepasan ATP, pada proses fosforilasi oksidatif, 
disamping piruvat yang dihasilkan hidroksiprolin 
dan intermediate pada siklus asam sitrat 
menyediakan kerangka karbon bagi sintesis asam 
amino, dan asetil CoA merupakan unsur 
pembentuk asam lemak rantai panjang, sehingga 
keadaan membran plasma menjadi tidak rusak 
(Murray et al., 2003).  Menurut Paradisi et al. 
(1985) yang disitir oleh Windsor et al. (1993) 
kehilangan aldenilat siklase sebagai akibat 
peroksidasi lipid mencegah sintesis camp yang 
mempunyai peran penting dalam motilitas 
spermatozoa.  
Prolin bersama gliserol dan kuning telur akan 
meningkatkan motilitas spermatozoa domba 
setelah thawing, namun prolin hanya berpengaruh 
pada motilitas spermatozoa (Sanchez et al., 1996).  
Lebih lanjut menyatakan dalam konsentrasi prolin 
27 mM untuk bereaksi gliserol dan kuning telur 
meningkatkan motilitas spermatozoa, namun 
pemberian prolin konsentrasi sangat tinggi 81mM 
akan menggangu motilitas dan meracuni 
spermatozoa domba.  Keunggulan lain prolin, 
hidrosiprolin, arginin dan asam glutamate dapat 
saling membentuk dalam tubuh, disamping itu 
telah dilaporkan prolin dapat membentuk glukosa 
melewati asam glutamate melalui siklus asam 
sitrat dalam transaminasi dan glukoneogenesis.  
Disamping itu ada dua buah enzim yang turut aktif 
dalam proses pelipatan protein; 1) Enzim protein 
disulfide isomerase, meningkatkan dengan cepat 
penyusunan kembali ikatan disulfida - susunan 
yang benar tercapai; 2) enzim peptidil prolil 
isomerase, mempercepat ikatan protein yang 
mengandung prolin dengan mengkatalisis 
isomerisasi cis-trans pada ikatan X prolin, dengan  
X merupakan residu asam amino apapun (Murray 
et al., 2003).     
 
 
Kesimpulan 
 
Pengencer susu skim memenuhi persyaratan 
untuk krioperservasi sperma domba. Penambahan 
prolin ke dalam bahan pengencer susu skim dapat 
mempertahankan kualitas spermatozoa pada 
sperma beku baik dalam mempertahankan 
persentase motilitas, hidup, MPU dan TAU.  
Penambahan prolin dengan dosis 30 g per 
milliliter ke dalam pengencer susu skim 
memberikan hasil yang lebih baik daripada dosis 
lainnya maupun tanpa prolin. 
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